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論文内容要旨
目的
 HHH症候群は高アンモニア血症,高オルニチン血症,ホモシトルリン尿痒を特徴とする常染
 色体劣性遺伝の稀な疾患である。病因としてミトコンドリア内膜におけるomithineの転送障害
 が考えられている。本研究ではラットの分離肝細胞を用い,尿素サイクルに於けるomithine輸
 送系の意義について調べ,更に対照ヒト及びHHH症候群患児のfibroblastsを用い,omi-
 thineのミトコンドリア内への転送系,ミトコンドリア内pH及びその形態について検索し,
 HHH症候群の病因解明を試みた。
方法
 i)分離肝細胞の実験はkrebsの方法に従い,細胞を調整後,即座に97%02と3%CO2にて
 飽和したRinger-bicarbonate'液中にて行なった。
 2)fibroblastsは正常ヒト及び9才男子の患者皮膚より得た。10%牛胎児血清加MEM培
 養液中にて培養後,trypsine処理にて細胞浮遊液とし,Hanks液中にて実験を行なった。
 3)分離肝細胞及びfibroblastsにおけるとりこみ実験はシリコンオイルを用い,細胞及びミ
 トコンドリアをmediumより分離する方法にて行なった。ミトコンドリアはdigitonineによる分
 画方法にて得た。すべての実験において反応系に14C-omithineと共に3H-dextranを加え,
 adheringwaterspaceを計算,真のとりこみ値を補正した。
 4)分離肝細胞における尿素とcitrullineの生合成の実験は,基質及び添加物を加え反応させ
 た後,除蛋白し,Dowex-50の小カラムにて尿素,citrulline,omithineを分離,Nuzum
 の方法に従い比色法にて定量することにより行なった。
 5)細胞内pHはdimethyloxazolidine-2,4-dionemethodに従い測定,ミトコンドリア
 内pHは細胞内及びミトコンドリア内malateを定量後Palmieriの式により計算した。細胞及び
 ミトコンドリアの体積は3H20と14C-dextranを用いて測定した。
 6)fibroblastsの電顕像は,通常の方法にて固定染色後,観察した。細胞内小器官の立体学
 的計測はDelleseの原理に基づいて行なった。
㌍
結果
 1)分離肝細胞にomithine,rotenone,afninooxyacetateを・加えた反応系ではcitru-
 11ine及び尿素は合成されず,omithineはミトコンドリア内では約10秒で飽和し,細胞質内
 一342一
 '"■一'
 には440nmoles/min・gwwの割合で蓄積した。次にomithine,glucose,ammonium
 chlorideを加え反応させたところ,尿素及びcitrullineは「それぞれ210及び465nmoles/
 min・gwwの割合で生成され,更にこの反応系にoleateを添加したところ尿素及びcitrulhne
'
 の生成はそれぞれ625,300nmoles/min・gwwとなった。これらの反応系ではomithineは
 それぞれ675及び925nmoles/min・g㎜の割合でミトコンドリア内へ転送されたと考えられ
 る。このいずれにおいてもミトコンドリア内ではomithineはほとんど検出されなかった。
 2)対照ヒト及び患児fibroblastsに於けるomithineの細胞内への転移速度はそれぞれ72.0
 及び76.6nmoles/hr・mgproteinであった。ミトコンドリアヘの転送速度は対照の15.7nmoles/
 hr・mgprot.に対し患児では7、2と低下していた。この反応系にaminooxyacetateと1ysine
 を加えたところ,ミトコンドリア画分へのとりこみは対照及び患児でそれぞれ10.9及び7.2
 nmoles/hr・mgProt.となり,対照でのみ,阻害を認めた。
 3)対照ヒトfibroblasts及び患児fibroblastsの細胞内pHはそれぞれ6.94±0.15,7.04
 ±0.14であり(P〉0.1),細胞質内とミトコンドリア内の△pHはそれぞれ1.34士0.1,L38
 ±0.18と(P>0.5),いずれにおいても有意の差を認めなかった。
 4)患児fibroblastsの電顕像では対照のfibroblastsに比し有意に大きいミトコンドリアが
 みられ(0.005<P<0.01),その内部には対照でみられない三角形の構造物が認められた。
考察
 分離肝細胞にて,尿素サイクルが阻害されている条件下ではomithineのミトヌンドリアヘの
 転送は一定のレベルに達すると飽和してしまうが,尿素サイクルの回転している状態ではその転
 送は促進される。更に01eateを加え,その転送を促進させると,尿素サイクルも更に促進され,
 転送されたornithineはすべてcitrullineの生合成に利用される。以上のことよりomithineの
 ミトコンドリア内への転送は尿素サイクルの回転調節において重要な役割を果たしているものと
 思われる。
 患児fibroblastsにおけるomithineのミトコンドリアヘの転送速度が対照の50%以下に低下
 していることより,その転送系の部分障害が示唆される。又その転送が患児では阻害をうけない
 ことはすでにその転送系が障害されていたためと考えられる。omithineのミトコンドIJアヘの
 転送の際のH+の対向輸溝が知られている。従ってミトコンドIjア内のpH異常によりomithine
 の転送が阻害されうるが,患児fibroblastsにてミトコンドリア内pHに対照と差がなかったこ
 とより,その可能性は低いと考えられる。患児fibroblastsの電顕学的検索にてミトコンドリア
 の大きさ,内部構造に異常のみられたことは,ミトコンドリアの転送蛋白の異常を示唆しうるも
 のと考えられる。
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 審査結果の要旨
 HHH症候群は高アンモニア血症,高オルニチン血症,ホモシトルリ'ン尿症を特徴とする常染
 色体劣性の遺伝疾患である。病因としてミトコンドリヤの内膜におけるオルニチンの輸送障害が
 推測されているが未だその証明は得られていない。
 本研究はラットの分離肝細胞を用い尿素サイクルにおけるオルニチン輸送系の意義について調
 べ,更に対照ヒト及びHHH症候群患児のfibroblastsを用い,オルニチンのミトコンドリアヘ
 の転送系,ミトコンドリヤ内pH及びその形態について検索し,HHH症候群の病因究明を行な
 ったものである。
 分離肝細胞に於て,尿素サイクルが阻害されている条件下ではオルニチンのミトコンドリヤヘ
 の輸送は一定のレベルに達すると飽和してしまうが,尿素サイクルが回転している状態ではその
 輸送は促進された。さらに01eateを加え,その輸送を促進させると,尿素サイクルもさらに促
 進され,輸送されたオルニチンはすべてシトルリンの生合成に利用される。以上の所見によりオ
 ルニチンのミトコンドリヤ内への輸送は尿素サイクルの回転調節において重要な役割を果してい
 ることが示唆された。
 患児fibroblastsにおけるオルニチンのミトコンドリヤヘの輸送速度は対照の50彩以下に低
 下していることが示された。その輸送は患児ではaminoxyacetateやリジンによる阻害を受けず
 これはオルニチン輸送系の障害によるものと思われる。患児fibroblastsの電顕学的検索により
 ミトコンドリヤの大きさ,内部構造に異常が認められ,ミトコンドリヤの輸送蛋白の異常を示唆
 するものと考えられた。
 以上の研究は,HHH症候群の病因に関し極めて有意義な知見を見出したものであり,学位授
 与に価いするものと判定された。
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